Identificacion de polimorfismo(s) en el gen de la Mieloperoxidasa asociado a
infecciones recurrentes por Candida albicans.

LINA MARCELA RIANO PARRA

ASESORA
CLAUDIAANDREA CRUZ BAQUERO
DOCENTE FACULTAD DE CIENCIAS DE LASALUD

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS SE LASALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIAY LABORATORIO CLINICO
TRABAJO DE GRADO
BOGOTA D.C 2019



I ntrOd LUCC | é N : Factores de riesgo.

[ ]
—
[ ]

e

Candidiasis vulvovaginal (CVV)

Candidiasis

Caracteristicas Generales

» Levadura comensal y patdgena
oportunista.

» Desequilibrio inmunolégico.

» Candida albicans.

Candidiasis bucal

Uso de anticonceptivos orales.

Embarazo

Antibidtico

Cambios en la microbiota vaginal normal

Incidencia entre los 20 y
40 afnos,75% de mujeres
en edad fértil.

Factores de riesgo.

* Uso de protesis bucales

* Tabaco, el estado de salud,

* Medicamentos inmunosupresores.
* Higiene bucal

Prevalencia anual de la candidiasis
oral de 50 en 100,000 habitantes




Presencia de
adhesinas como
Alsl, Als3, Als7 y
Als 9

Secrecion de
proteinasas para
degradar la
barrera del tejido.

Mecanismos de patogenicidad

ADHERENCIA DIMORFISMO

FORMACION DE
BIOPELICULA
: YT

Transicion de la
forma levaduriforme
unicelular a la forma
filamentosa.

Condiciones:
PH neutro.
Tde37°C
Nutrientes

1doneos.

llustrado por: Riafho L.




Respuesta inmune innata frente a infecciones por C. albicans

ADHERENCIA INVASION
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Destruccion de la superficie

Por endocitosis inducida o
epitelial y colonizacion.

penetracién del tejido

Histonas, elastasas y

Reconocimiento de
células epiteliales. . e W &) ﬁ) ' catepsina G, MPO, 4
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Interaccion entre adhesinas
y células epiteliales

Fagocitosis

\ Activacion IL-8, IL-
6 y GM-CSF

Activacion y
migracion
de PMIN

Phagocytosis
of microbes

llustrado por: Riano L.
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Crean ambientes capaces de degradar

— los microorganismos ingeridos y

activan el sistema MPO- H,0O,-
Haluros.

-1 Primeras células en responder a
una infeccion, forman parte de
la respuesta innata.

Defectos en la produccion de neutrofilos.

Defecto en la adhesién leucocitaria.

Pueden presentarse defectos

_ —
como. Defecto en la via enzimatica oxidativa.

Deficiencia especifica de granulos.




_a mieloperoxidasa

Caracteristicas Generales

Hemoproteina presente en los granulos
azurofilos de los neutrofilos.

Su sintesis inicia durante el estadio de
promielocito del neutrofilo.

Producto de un gen localizado en el
brazo largo del cromosoma 17.

Actividad catalitica enzimatica.
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12 Exones 11 Intrones

Producto transcripcional del gen mpo

17q12-24 Eliminacion de |a sefial del péptido

Glucosilacién con manosa.
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Enzima
MIELOPEROXIDASA

s Grupo Hema

Tomado y Modificado de: Khan, A., Alsahli, M., & Rahmani, A.
(2018). Myeloperoxidase as an Active Disease Biomarker: Recent
Biochemical and Pathological Perspectives. Medical Sciences, 6(2), 33



Estallido respiratorio sistema oxigeno dependiente, mieloperoxidasa dependiente.

(lucosa + NADP _ NADPH + -

(5-6-P- deshidrogenasa  fofoglucenolactona.

_ O
P
' ﬂ%
Citocromo B NADPH oxidasa + O NADPH — NADP' + O,

Activacion.

20y +1IH ~ H0+ LT

— CIO0 + Hy0— LS

Superoxido rMiElﬂFI-EF[I'II-dEEE
dismutasa \---._____.--',

Degradacion.

http://www.microbiologybook.org/Spanish-immuno/imm-chapterl.htm



C. albicans MPO -

Deficiencia de MPQO
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Aumento de la
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Pérdida de la
produccion y
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Klebanoff SJ et al.
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Polimorfismos A SN
| A C P

GA

A LT
Puede presentarse por errores en los ™ CAla coT!
mecanismos de replicacion, reparacion AU 6 TTAGA
Ay cG

de ADN y factores ambientales.

https://francis.naukas.com/2016/05/16/francis-
rosavientos-fracaso-escolar-no-esta-los-genes/

Polimorfismos reportados : R569W, Y173C,
M251T, R499C vy delecion de 14 bases (D14)
en el exon 9 del gen mpo.

El 50% de los pacientes con deficiencia de MPQO presentan
complicaciones infecciosas, el 40% son asintomaticos y
solo el 10% de los pacientes sufre complicaciones.



ODbjetivo general

Identificar polimorfismo/s en el gen de la enzima
Mieloperoxidasa, en pacientes con susceptibilidad a
Infecciones recurrentes por Candida albicans.



Objetivos especificos

- Caracterizar la extraccion de ADN mediante dos protocolos de extraccion para
los tipos de muestra evaluados.

» Disenar la tecnica PCR convencional para la amplificacion del gen mpo
contemplando parametros quimicos y termicos.

- Analizar la secuenciacion de los productos de PCR y demostrar la presencia de
polimorfismo/s en el gen mpo en pacientes con candidiasis recurrente.

» Comparar los resultados de la tincion citoquimica para MPO de cada paciente
estudiado de forma cualitativa.



Metodologia

Muestra: 2 pacientes de la ciudad de Bogota con
diagndstico previo de Candidiasis recurrente
vulvovaginal y bucal, control negativo.

Poblacion: pacientes de la ciudad de

Bogota con diagndstico previo de )

Candidiasis recurrente vulvovaginal y
bucal.

Esquema de
metodologia



Resultados y Discusion



Objetivo especifico numero 1 Resultados
Caracterizacion dos protocolos distintos de extraccion.

Cuantificacion ADN obtenido por kit Wizard Genomic DNA Purification.

e e e e el ) G
47,2 ng/pl 0,944 0,521 1,81 2,05 DNA

- 169,5 ng/ul 3,39 1,823 1,86 2,26 DNA 50
- 181,7 ng/pl 3,634 1,971 1,89 1,91 DNA 50

Cuantificacion ADN obtenido por kit Ultraclean Bloodspin DNA isolation.

Concentracion ADN A280 260/280 |260/230 |Tipode
muestra

1 64,3 ng/ul 1,285 0,759 1,69 0,65 DNA

- 66,4 ng/ul 1,329 0,709 1,75 1,56 DNA 50
- 21,4 ng/ul 0,428 0,221 1,94 0,59 DNA 50



Discusion
Objetivo especifico numero 1

Se verifico cual de los dos El kit The Wizard Genomic DNA
suministraba mejor concentracion, Purification Kit- Promega corporation
estabilidad y pureza del ADN mostro mejor rendimiento.

La cuantificacion en las densidades D.0O.260:
D.0.280 para las tres muestras estuvieron entre
1,8a2.



Objetivo especifico numero 2 Resultados.
Disefio PCR convencional para amplificacion gen mpo.

Titulacion de MgCl, Titulacion de primers.

511ph T -

Carril 1. MPM, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Carril 1.MPM, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Control
Control negativo. Carril 3. MgCl, 3 mM Carril 4. negativo. Carril 3. [ ] Primers 0,4 uM Carril 4. [ ] Primers
MgCl, 2,5 mM Carril 5. MgCl, 2 mM Carril 6. MgCl, 0,3 uM Carril 5. [ ] Primers 0,2 uM Carril 6. [ ] Primers

1,5 mM Carril 7. MgCl, 1 mM 0,1 uM.



Titulacion de ADN

Carril 1. Marcador de peso molecular, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Control
negativo. Carril 4. Concentracion inicial ADN 181,7 ng/ul Carril 5. Concentracion inicial
ADN 181,7 ng/ul Carril 6. Concentracion ADN 90,85 ng/ul, dil %2 Carril 7. Concentracion
ADN 45,42 ng/ul, dil ¥ Carril 8. Concentracion 21,71ng/ul, dil. 1/ 6 Carril 9. Control

negativo.



Temperatura de anillamiento

r— [— e— — B 511 pb

Carril 1. Marcador de peso molecular, escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. T de anillaje 55°C Carril
3. 57 °C T de anillaje Carril 4. T de anillaje 59 °C Carril 5. T de anillaje 60° C Carril 6. T de anillaje
61 °C Carril 7. Control negativo



Condiciones quimicas de Programa perfil termico para la

amplificacion para el gen mpo.

amplificacion del gen mpo

REACTIVOS | []INICIAL | []JFINAL | VOL. INICIAL 35 ciclos
PARA 25 ulL Flongacion
Agua 15,5 ulL |
Desnaturaliza- esnaturaliza- Elongacidon
Buffer 5X 1X 5 pL o el | e
MgClZ 25 mM 2 mM 2 I.I.L Anillamiento
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5 uL V
10 uM 0,2 uM 0,5 uL
10 lJ-M 0’2 “-M 0’5 U-I— Temperatura 94 °C 94 °C 60 °C 72°C 72 °C 10°C
5 U/Lll_ 005 U/l.ll. 025 |.1L Tiempo 5:00 0:30 0:45 0:45 10:00 5:00

0,75uL




Discusion
Objetivo especifico nimero 2

Al tener en cuenta las caracteristicas de cada

reactivo se iudo variar concentraciones a fin de

Carril 1. Marcador de peso molecular,
escalera CorpoGen 100 pb. Carril 2. Control
negativo Carril 3. Muestra problema 1 Carril
4. Muestra problema 2 Carril 5. Muestra
problema 3.




Objetivo especifico numero 3 Resultados.
Analisis de secuenciacion y hallazgo de polimorfismo

VAR
} | { \l ’!
l | \ N1
IH} ‘ ,\—- 'll . I.‘-__ , ; W ) \\'_\l' L
C.

A. Muestra 1
B. Control negativo
C. Muestra 3.



{C_000017,11:chB2809
2PR
3PR
1PR

Consensus

\C_000017,11:ch82809
2PR
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\C_000017,11:c582809
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\C_000017,11:c582809
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CCAGTTGTGCCCCTTGGTCTAARGCCAAAGGTACAGGGTTCCTTGAGGTGAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGEGARGGTGGGTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCT
GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGGGAAGGTGGGTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCT
GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGGGAAGGTGLGTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCT
GAGGTCCTTCCCTCCCTCTATGACCTTGGTTGTGTTGGGAAGGTGGGTTTTCTGGGCTGCTGGCGATATGTGAATCTTCCCT
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8860 8870 8880 8830 8300 8310 8320 8930 8340 8950 8360

8971 8980 9100
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GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGRGCTCCCGCAGCCTGAARACTGTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGRGCTCCCGCAGCCTGAAACTGTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGRGCTCCCGCAGCCTGAARACTGTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGAARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGRGCTCCCGCAGCCTGAAACTGTGGGCCAGE
GCTGTCTCCAGTGACCTCCCCACCTTGARGCAGAGAGACCTGCCCATAGCCACCTGTCCCCTCCCCCATGCAGGATACARTGCCTGGAGGCGCTTCTGTGRGCTCCCGCAGCCTGAARACTGTGGGCCAGE

8930 3000 9010 020 3030 90410 30510 9060 3070 9080 3030

3101 9110 9230
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TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGAAAT TRGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTGTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGRGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGAAAT TGGCGAGGAAACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCAARCAACATCGACATCTGGATGGGCGGCGTGTCCGAGCCTCTGAAGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGAARAT TRGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTGTCCGAGCCTCTGAAGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGARCCTGAAAT TRGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTGTCCGAGCCTCTGARGCGCARAGGCCGCGTGRGCCCACT
TGGGCACGGTGCTGAGGAACCTGAAAT TRGCGAGGARACTGATGGAGCAGTATGGCACGCCCARCARCATCGACATCTGGATGGGCGGCGTGTCCGAGCCTCTGAAGCGCARAGGCCGCGTGGGCCCACT

9120 9130 9140 9150 9160 9170 9180 9130 9200 9210 9220

9231 9240
| } } } } }
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGAAGC TCCGGGATGGTGATCGG TGRS
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGTTCAGGARGCTCCGGGATGGTGATCGGTS
CCTCGCCTGCATCATCGGTACCCAGT TCAGGAAGC TCCGLGGATGGTGATCGGT

9360
4 4 4 4 4 4 |
COGTGEGCCGCTGGGTEECTGTGGGCCCATCCTTGACTCTCTTGGAGCCCARATTTCCTCCT

3250 3260 3270 3280 3230 3300 3310 3320 3330 3340 3350
N . N N — T~ ‘ N N N N N .

Alineamiento entre los productos de amplificacion secuenciados para
el gen de la MPO de las cadenas complementarias.



El alineamiento de la secuencia complementaria de la muestra 3 en la que se hallo el polimorfismo,

permitio establecer que este estaba situado en la posicion 9291 pb de la secuencia trabajada

& NCBI| Home PubMed GenBank BLAST

Function class:

lomo sapiens myeloperoxidase (MPO), RefSeqGene (LRG_84) on chromosome 17 rs1450589448 is located in the intron region of NM_000250.1.
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Discusion
Objetivo especifico numero 3




Objetivo especifico numero 4 Resultados.
Comparacion tincion citoquimica para cada paciente

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Tincion citoquimica

para MPO







Discusion
Objetivo especifico numero 4
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Conclusiones

La mieloperoxidasa juega un papel fundamental en la activacion de
un sistema microbicida altamente potente.

2. | Las técnicas y procedimientos empleados durante el desarrollo del proyecto
fueron de gran utilidad para la identificacion del gen que codifica para la
enzima MPO.

3. | Se logré comparar la similitud entre la secuenciacion de cadena
obtenida con la secuencia disponible en la base de datos NCBI.

4. | Se destaca la importancia del uso de herramientas informaticas
para estudios tanto practicos como teoricos.




Recomendaciones




